centrifugation (Fig. 2.D. ). This may be due to the extensive degradation of both strands of the DNA.
These results indicate that during storage the heavy strand gets degraded preferentially while the light strand becomes vulnerable to degradation only slowly, in comparison to the heavy strand. The fraction eluted under the alkaline pH may be the degradation-resistant fraction of the DNA, and the fractions eluted under lower molarities of NaCl may be the degraded part of the DNA (except in the
Die Wirkung von Hydroxyharnstoff auf die DNA-Synthese embryonaler Rattenzellen in Kultur
The Effect of Hydroxyurea on DNA Synthesis of Embryonic Rat Cells in Culture Hydroxyurea, DNA-synthesis, rat cells 3 H-thymidine incorporation by secondary cultures of embryonic rat cells and by cultures of a permanent rat cell line is strongly inhibited a few minutes after addition of hydroxyurea (HU) to the culture medium (2 x 10~3 M and 5X10 _4 M, resp.) ; normal embryonic rat cells are considerably less sensitive to the drug than are permanent cells. About 76 percent of the population of a secondary culture can be synchronized at the beginning of the S-period, if the cells at first are accumulated in Gx phase by incubation in serum-free medium and subsequently are stimulated by the addition of ten percent calf serum in the presence of2xl0~3M HU.
The size of DNA replicated in the presence of HU has been analysed by centrifugation in alkaline sucrose gradients. The results indicate that under these conditions DNA subunits are synthesized with sedimentation coefficients between 21S and 30S. These intermediates cannot be joined together, probably because a ligase is inhibited by HU.
Secondary culture incubated in medium-containing 1 x 10 -4 M HU incorporate twice as much 3 H-thymidine as do control cells in HU-free medium. This is due to an increased number of cells in the S phase, as was shown by autoradiography. The kinetics of thymidine incorporation indicate that the duration of Gj phase is shortened by small doses of HU.
Für die Untersuchung des Initiierungsmechanismus der DNA-Synthese in Säugetierzellen ist es unerläßlich, die Population am Übergang von der Gjzur S-Phase zu synchronisieren. Hierfür gibt es mehrere Methoden 1 
Messung der DNA-Gehalte von Zellkulturen im ImpulsCytophotometer
Die Zellen eines Kulturschälchens wurden durch 5 min Behandlung mit 5 ml einer 0,25-proz. Lösung von Trypsin (Fa. Merck, Darmstadt) in 0,15 N NaCl -0,01 M Phosphat pH 7,4 abgelöst, 5 min bei 500 g abzentrifugiert und in 10 ml physiol. Kochsalzlösung suspendiert. Der Waschvorgang mit Zentrifugieren wurde zweimal wiederholt, die Zellen danach in 2 ml Kochsalzlösung suspendiert und zur Fixierung langsam in 20 ml 96-proz. Äthanol eingetropft. Die fixierten Zellen wurden mit 10 ml physiol. Kochsalzlösung gewaschen und für 1 Stde. bei 37 °C in 10 ml einer Pankreas-Ribonuclease-Lösung (0,1 g Ribonuclease der Fa. Worthington, USA, in 100 ml dest. Wasser) inkubiert. Anschließend wurde 5 min bei 1000 g zentrifugiert, das Sediment mit 10 ml Kochsalzlösung gewaschen und nach abermaligem Zentrifugieren in 10 ml Ethidiumbromid-Lösung für 20 min bei Raumtemperatur gefärbt. Die Messung erfolgte im Phywe-Impulscytophotometer. Meßbedingungen: Sperrfilterschieber 2 (GG 550; Erregerfilter I und II, BG 38 und BG 3). Hochspannung: 566,4 V; Verstärkung 10; Gesamtimpulse 10 000-100 000.
Zellyse und Auftrennung alkalidenaturierter DNA in Saccharose-Gradienten
Die entsprechend vorinkubierten und mit Methyl-3 H-Thymidin markierten Zellen wurden nach Abgießen des Mediums durch Zugabe von 0,2 M NaOH -10~2M EDTA pH 12,5 (5 ml/Schälchen) lysiert 10 . Nach 10 min bei 0 "C wurde das Lysat für weitere 30 min bei 37 °C inkubiert, dann wurden 0,5 ml mit einer Pipette mit weitem Durchmesser vorsichtig auf 28 ml eines kontinuierlichen Saccharose-Gradienten (5 -20-proz. Saccharose in 0,1 N NaOH, 0,9 N NaCl, 10~3M EDTA, pH 12,5) geschichtet und 15 Stdn. bei 22 500 UpM und 3 °C im Rotor SW 25/1 in einer Spinco-Ultrazentrifuge, Modell L 2, zentrifugiert. Nach Beendigung des Laufes wurden die Zentrifugenbecher mit einer Kanüle am Boden punktiert und Fraktionen zu 12 Tropfen abgelassen. Nach Zugabe von 1 ml Albuminlösung in Wasser (1 mg/ml) pro Fraktion wurde mit 1 ml einer 21-proz. Trichloressigsäurelösung gefällt und nach ungefähr einstündigem Stehen bei 3 °C der Niederschlag auf Millipore-Membranfilter gesaugt (0 25 mm), mit mehreren ml 7-proz. Trichloressigsäure nachgewaschen und getrocknet. Die Radioaktivität wurde in 5 ml Szintillatorflüssigkeit (1 1 Toluol + 4 g PPO) im PackardSzintillationszähler 3375 gemessen.
Ergebnisse
Zunächst wurde der Einfluß steigender Hydroxyharnstoffkonzentrationen auf den Einbau von 3 finden sich während der ersten Stunden knapp über 70% der Gesamtpopulation in der S-Phase. Da bei den Kontrollen bereits 35% der Zellen in der S-Phase sind und diese bei Zugabe von HH zum Kulturmedium sofort in ihrer Proliferation gehemmt werden, müssen sie für eine exakte Synchronisation zunächst aus der S-Phase entfernt werden. In einer früheren Arbeit war gezeigt worden, daß sich bei der Inkubation embryonaler Rattenzellen in serumfreiem Medium über 90% in der Gj-Phase ansammeln 9 . Nachfolgende Stimulierung der Kulturen in Gegenwart von HH sollte eine optimale Synchronisation am Übergang G^/S-Phase ermöglichen. Wie jedoch Autoradiographien ergaben, befinden sich selbst unter diesen Bedingungen nach Entblokkung höchstens 76% der Zellen in der S-Phase. Wahrscheinlich wird ein Teil der Zellen durch HH geschädigt und ist nicht mehr in der Lage, die DNA zu replizieren. Ein weiterer Grund für die unvollständige Synchronisation ist die Heterogenität der Sekundärkulturen. In ihnen sind Zellen mit außer-ordentlich verschiedenen Zyklusdauern enthalten, was durch Cytophotometermessungen bewiesen wird. Aus Abb. 5 b geht hervor, daß nach 24-stdg. InkuAbb. 5 a Abb. 5 b bation in serumfreiem Medium kaum noch Zellen in der S-und Go-Phase nachgewiesen werden kön-nen (Abb. 5 a zeigt die "Normalverteilung" in Medium mit 10% Kälberserum). Nach 10-stdg. Stimu einstündiger Inkubation der Zellen mit 3 H-Thymidin in Gegenwart von HH findet sich die Radioaktivität ausschließlich in ganz kurzen DNA-Stücken, die mit S20-Werten < 4 sedimentieren, aber mit Trichloressigsäure präzipitierbar sind. Während der 5-stdg. Nachinkubation in HH-freiem Medium wird die gesamte Radioaktivität in hochmolekulares Material überführt, das unter den angewandten Zentrifugationsbedingungen auf den Boden sedimentiert. Gibt man jedoch während der Nachinkubationszeit weiterhin HH ins Medium, so wird die Verknüpfung der kurzen DNA-Ketten stark behindert; es werden fast ausschließlich Stränge mittlerer Länge gebildet, die S-Werte zwischen 10 und 20 besitzen. Dies könnte auf die Hemmung einer Ligase durch HH hinweisen, die während der diskontinuierlichen DNA-Replikation die zunächst gebildeten Untereinheiten verknüpft.
In den letzten Jahren wurden von mehreren Arbeitsgruppen Experimente veröffentlicht, die eine diskontinuierliche Synthese der chromosomalen DNA von Säugetierzellen beweisen [12] [13] [14] . Ein Chromosom besteht aus mehreren Replikationseinheiten (Replikons), die zu verschiedenen Zeiten in der SPhase repliziert werden können. Aber selbst die DNA eines Replikons wird wahrscheinlich wieder in Untereinheiten verdoppelt, die dann durch die Wirkung von Ligasen miteinander verknüpft werden. Auch bei Sekundärkulturen embryonaler Rattenzellen kann solch eine diskontinuierliche DNA-Synthese gezeigt werden. Die Zellen wurden für 5 min mit 3 H-Thymidin markiert; ein Teil wurde dann durch alkalische EDTA-Lösung lysiert, der Rest in nichtradioaktivem Medium 10 bzw. 60 min nachinkubiert und ebenfalls alkalisch lysiert. Die denaturierte DNA wurde in alkalischen Saccharosegradienten (5 -20%) aufgetrennt und das Verteilungsmuster der markierten DNA ermittelt, wie in Abb. 7 wiedergegeben. Dabei zeigt sich, daß nach dem 5-minü-tigen Puls die Hauptmenge der Radioaktivität in DNA eingebaut ist, deren Sedimentationskonstante kleiner als 5 ist. Bei 10 min Nachinkubationsdauer findet sich bereits ein Teil der Aktivität in hochmolekularer Form auf dem Boden des Zentrifugenbechers, während die Hauptmenge mit einem S2o zwischen 21 und 30 sedimentiert. 60 min nach dem Thymidinpuls findet man bei den lysierten Zellen den weitaus größten Teil der Radioaktivität in hochmolekularer DNA, die während der Zentrifugation auf den Boden gelangt; ein zweiter Gipfel sedimen- tiert mit einem S20-Wert, der etwas größer als 30 ist. Obwohl die Zellen nur für 5 min mit 3 H-Thymidin inkubiert wurden, nahm die in die DNA eingebaute Radioaktivität während der einstündigen Nachinkubation ganz erheblich zu. Dies erklärt sich durch eine rasche Aufnahme von 3 H-Thymidin in den säurelöslichen Pool, aus dem dann markiertes Thymidintriphosphat in die DNA inkorporiert wird. 
